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Samenvatting
De cellen van bacteriën, planten en schimmels onderscheiden zich van dier-
hjke cellen doordat het levende protoplasma (de protoplast) is omgeven door
een stevige celwand. De vorm van de cellen van deze organismen wordt in
belangrijke mate bepaald door de aanwezigheid van deze celwand. Dit kan op
eenvoudige wijze worden vastgesteld door ó.u. een cel in een hypertonisch
milieu te brengen. Onder deze omstandigheden trekt de protoplast zich terug
van de celwand en rondt zich af (plasmolyse), terwij l de celwand zijn oorspron-
keli jke vorm behoudt. Het is dan ook duideli jk dat voor een duideli jk begrip
van processen als morfogenese en differentiatie van celwandbezittende or-
ganismen kennis van de structuur en de biosynthese van celwanden onont-
beerhjk is.
Sinds een aantal jaren is het mogeli jk celwanden van uiteenlopende cel-
typen enzymatisch af te breken, zonder dat de protoplast te gronde gaat. De
vrijgekomen protoplasten vorïnen het uitgangsmateriaal voor verschillende
typen onderzoek, b.u. betreffende 1) de isolatie van celorganellen; 2) celfusie en
celhybridisatie; 3) de opname van stoffen.
Een zeer interessante eigenschap van protoplasten is het feit dat zij in staat
zijn een celwand te regenereren (regeneratie) waarbij onder gunstige omstan-
digheden de oorspronkelijke celvorm terugkeert (reversie).
, De studie van celwandregeneratie en reversie door protoplasten kan men
beschouwen als een nieuwe benadering van vraagstukken die samenhangen
met morfogenese en celwandbiosynthese.
Hoewel er reeds vrij veel werk is gedaan op het gebied van celwandregene-
ratie door protoplasten, is onderzoek waarbrj zowel de chemische als de mor-
fologische aspecten bestudeerd zijn, schaars. Om deze leemte aan te vullen is
enkele jaren geleden op dit laboratorium een onderzoekproject gestart, ge-
titeld: 'Structuur en biosynthese van de celwand van Schizophvllum commune' .
Schizophyllum commune (het waaiertje) is een schimmelsoort die behoort tot
de groep van de basidiomyceten en groeit op de stammen en takken van om-
gevallen bomen.
In het kader van genoemd project werden protoplasten vrijgemaakt uit
monokaryotisch mycelium van S. c'ommune m.b.u. celwandafbrekende en-
zymen afkomstig uit de cultuurvloeistof van de schimmel Trichoderma uiride.
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Een chemische analyse van de celwandregeneratie door ,S. commune proto-
plasten (O M H. oE Vntrs, dissertatie R.U. Groningenl9T4) heeft aangetoond
dat de wanden van de geregenereerde protoplasten, evenals de wanden van
normale hyfen, in hoofdzaak bestaan uit het loogoplosbare S-glucaan (a-1.3-
glucaan), het loogonoplosbare R-glucaan Ul-\.3-l l-1,6-glucaan) en chitine
(B-1,4-poly-N-acetylglucosamine). Deze drie wandcomponenten werden met
uiteenlopende snelheid gevormd tijdens de regeneratie. Een verhoogde
synthese van R-glucaan kon in verband worden gebracht met het ontstaan van
hyfen.
Het doel van het onderzoek, beschreven in dit proefschrift, was de gegevens
betreffende de chemie van de celwandregeneratie door S. cotnmune proto-
plasten aan te vullen en uit te breiden met een licht- en elektronenmicros-
copische studie.
Het onderzoek werd toegespitst op de beantwoording van de volgende
vragen:
1) Bestaan er bepaalde fasen in de regeneratie van een celwand?
Worden de wandcomponenten in een bepaalde volgorde afgezet?
2) Worden de wandcomponenten afgezet in lagen die te onderscheiden zrjn
m.b.u. het elektronenmicroscoop?
3) Komt de geregenereerde celwand behalve in chemisch ook in morfologisch
opzicht overeen met de oorspronkelijke hyfewand?
4) Hebben bepaalde celwandcomponenten een specifieke functie bij de
hyfemorfogenese?
5) Op welke plaatsen in de cel vindt de synthese en afzetting van de wand-
componenten plaats?
Antwoorden op vraag 5 kunnen dienen als basis voor onderzoek naar de'ur
uilro' synthese van celwandpolymeren door celfracties, die in principe gemak-
kelijk uit protoplasten bereid kunnen worden.
In de eerste plaats werd de structuur van de protoplasten en de regeneratie-
vorïnen bestudeerd m.b.u. het l ichtmicroscoop (Hoofdstuk I). Kernkleuring
toonde aan dat slechts 20-30 "1, van de protoplasten, afkomstig van het mono-
karyotisch mycelium van S. commune, in het bezit van een kern was. Het bleek
dat onder aërobe omstandigheden en met magnesiumsulfaat als osmotische
stabilisator vooral kernhoudende protoplasten een grote vacuole ontwikkel-
den en sterk in omvang toenamen. De groei van protoplasten ging gepaard
met synchrone kerndelingen. Er bleek een lineair verband te bestaan tussen
protoplastvolume en het aantal kernen per protoplast. Kernhoudende pro-
toplasten bleken stabieler te zijn dan kernloze protoplasten. Aan de hand van
HCI-Giemsa gekleurde preparaten werd de chromatinestructuur bestudeerd
tijdens de mitose in de protoplasten. De resultaten werden samengevat in
een schema van de kerndelins.
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Met behulp van elektronenmicroscopie van dunne coupes en vriesets-
replica's werd aangetoond dat het oppervlak van de protoplasten vrij was van
duideli jke celwandresten (Hoofdstuk II). Toepassing van een cytochemische
kleuringstechniek toonde evenwel de associatie van polysacchariden aan met
de plasmalemmata van de protoplasten.
Voor celwandregeneratiestudies werden protoplastpreparaten gebruikt
die voor ca.70",,, uit kernhoudende protoplasten bestonden. Zowel kernhou-
dende als kernloze protoplasten waren in staat tot celwandregeneratie. De
geregenereerde protoplasten (primaire cellen) waren in staat tot celdifferen-
tiatie: 1) door kieming ontstonden normale hyfen (reversie) en 2) door her-
haalde knopvorming zonder septering ontstonden :.r7. ketencellen. Alleen
kernhoudende protoplasten waren in staat tot reversie.
Van de drie belangrijkste celwandpolysacchariden S-glucaan, R-glucaan en
chitine werden de ultrastructuur en de opstelling in de wand bestudeerd. Dit
werd gedaan voor de primaire cellen tijdens verschillende fasen van de cel-
wandregeneratie, voor de ketencellen en voor de hyfen van gereverteerde proto-
plasten (Hoofdstuk III);maar ook, ter vergeli jking, voor hyfen van normaal
monokaryotisch mycelium (Hoofdstuk V). Hiertoe werd elektronenmicro-
scopisch onderzoek aan dunne coupes, vriesetsreplica's en geschaduwde cel-
wanden gecombineerd met cytochemie van perjoodzuurgevoelige poly-
sacchariden, róntgendiffractie en chemische en enzymatische fractionering.
Na drie uur regeneratie hadden de meeste protoplasten een celwand ge-
vormd die niet kleurde met het TnIrnv-reagens voor perjoodzuurgevoelige
polysacchariden. Deze wand had een losse structuur en bleek te bestaan uit een
netwerk van wil lekeurig gerangschikte chitinemicrofibri l len, bedekt met een
kapsel van onregelmatige S-glucaanvezels. Met behulp van róntgendiffractie
werd vastgesteld dat beide stoffen een microkristallijne structuur bezaten.
Als de regeneratie werd uitgevoerd in de aanwezigheid van het antibioticum
polyoxine D, een remstof van de chitinesynthese, bleek de celwand alleen uit
S-glucaanvezels te bestaan.
Na negen uur regeneratie bleken de binnenste chitinemicrofibri l len van de
wand van de meeste primaire cellen te zijn ingebed in een compacte, amorfe
R-glucaanmatrix, die sterk kleurde met het THIEnv-reagens. De buitenste
chitinemicrofibrillen waren niet ingebed en bleven bedekt met S-glucaan-
vezels.
Knoppen en ketencellen bleken dezelfde celwandarchitectuur te bezitten
als de primaire cellen waaruit zi j waren ontstaan, d.x,.: slechts de binnenste
chitinemicrofibrillen van de wand waren ingebed in R-glucaan en het S-glu-
caan was aanwezig als een los kapsel.
De architectuur van de hyfewand van gereverteerde protoplasten bleek sterk
te verschillen van de wandarchitectuur van primaire cellen en ketencellen.
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In deze hyfewanden, die dezelfde bouw hadden als de wanden van normale
hyfen, waren de wil lekeurig gerangschikte chitinemicrofibri l len volledig in-
gebed in R-glucaan en was het S-glucaan aanwezig als een compacte buiten-
laag. Deze S-glucaanlaag had een amorfe oppervlaktestructuur, hoewel
soms ook onregelmatige vezels zichtbaar waren.
Op plaatsen waar hyfen uitgroeiden was een abrupte overgang zichtbaar
in de celwandarchitectuur. Soortgeli jke overgangen in celwandarchitectuur
zijn ook geconstateerd in kiemende schimmelcellen die een celwand bezitten
die chemisch sterk verschilt van de celwand van St'hí:.opht'llum commune. Dit
zou erop kunnen wijzen dat voor de morfogenese de architectuur van de
celwand belangrijker is dan de chemische samenstell ing van de wand.
Met behulp van autoradiograÍie en celfractionering werd de inbouw van de
radioactief gemerkte celwandbouwsteen N-acetylglucosamine bestudeerd
(Hoofdstuk IV). Deze stof werd hoofdzakeli jk geïncorporeerd in de loogon-
oplosbare wandfracties R-glucaan en chitine. Met behulp van elektronen-
microscopische autoradiografie werd vastgesteld dat zowel in de primaire
cellen als in de hyfen van gereverteerde protoplasten de afzetting van chitine
en waarschijnhjk ook van R-glucaan plaats vond tegen het binnenopper-
vlak van de celwand. Lichtmicroscopische autoradiograÍ' ie toonde evenwel
aan dat de regeneratievormen duidehjk verschilden wat betreft de plaats in
de cel waar de wandsynthese was gelokaliseerd. Hyfen van gereverteerde proto-
plasten vertoonden, evenals normale hyfen, een sterk gelokaliseerde groei aan
de top, terwij l in de primaire cellen en ketencellen de wandsynthese geli jkmatig
plaats vond over het gehele celoppervlak. Deze verschil len in het patroon van
celwandsynthese houden waarschijnli jk verband met de gevonden verschil len
in de verdeling van cytoplasmatische blaasjes (Hoofdstuk III). Dergehlke
blaasjes waren schaars in primaire cellen, maar kwamen veelvuldig voor op
plaatsen waar hyfen of knoppen uitgroeiden. Concentraties van dergeli jke
blaasjes werden ook aangetroffen in de hyfetoppen van gereverteerde proto-
plasten en normaal mycelium. De blaasjes spelen waarschijnli jk een belangrijke
rol bij de topgroeivan hyfen.
De resultaten hjken erop te wijzen dat de vorming van een apicaal groei-
centrum een belangrijke morfogenetische gebeurtenis is bij het ontstaan van
hyfen. In dit groeicentrum worden chitinemicrofibri l len en R-glucaanmatrix
op een zodanig gecoórdineerde wijze gevormd dat de microfibri l len volledig
worden ingebed in matrixmateriaal.
Van de polysacchariden in de dwarswanden van hyfen van Schi:ophvllum
commune werden ook de ultrastructuur en de opstell ing in de wand onderzocht
(Hoofdstuk V). De dwarswand bleek een centrale plaat te bezitten die was op-
gebouwd uit chitinemicrofibri l len. Deze centrale plaat was aan weerszijden
bedekt met eeil laag amorf R-glucaan, waarin chitinemicrofibri l len lagen in-
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r plaat was aan weerszijden
ritinemicroÍibrillen lasen in-
gebed. De chitinemicrofibrillen van het septum waren willekeurig gerangschikt,
behalve in de verdikking rondom de centraal gelegen porus, waar de micro-
hbrillen een circulaire rangschikking vertoonden rondom de porus. De septale
zwelling bleek naast R-glucaan en chitine een stof te bevatten die gelijkenis
vertoonde met het z.g. slijm (een wateroplosbaar B-1,3-B-1,6-glucaan), dat
op het hyfe-oppervlak voorkomt en in het medium wordt uitgescheiden
wanneer mycelium in schudcultures wordt gekweekt. Er werden geen aan-
wijzingen verkregen voor de aanwezigheid van S-glucaan in het septum.
Op grond van de verkregen gegevens werden modellen opgesteld voor de
verschillende typen celwanden.
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